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論 文 内 容 の 要 旨
[目的] 現在、B M P - 2の遺伝子をChinese hamster ovary c e l lに導入し合成、精製されたもの(C-BMP- 2) 
が海外で臨床応用されているが広く普及するに至っていない。その理由として、人では高容量が必要 
で、その結果高コストであることが挙げられる。一方、最近 r h B M P - 2が £ ⑶/ / で安価に合成し、 
ex v i v oで 2 量体(活性体）に変換することが可能となっている（E-BMP-2)。本研究の目的は、この 
E - B M P - 2の生物学的活性とその安定性をC - B M P - 2と比較検討することである。
[方法]骨誘導活性を in vitro において、C2C12, ST2、primary calvarial osteoblastic c e l lを用 
い、E-BMP-2, C - B M P - 2の 3 日間刺激によるA L P活性上昇を比較検討し、in v i v oにおいては0、2.5、
5、10、2 0 / x gの E - B M P - 2とC-BMP-2含有ポリマー3 0 m gをマウス背筋下に埋植し、3 週後に得られた 
異所性骨をD X A法にてbone mineral content ( B M C )を計測し比較した。加熱による安定性を検討す 
るため、E-BMP-2、C - B M P - 2を 50, 70，9 0 , 100でで 1 5分、2 時間、8 時間加熱した群と、オートクレ 
ーブにおいて120T：で 1 5分、2 時間加熱した群を作成し、生物学的活性をi n v i t r oではA L P活性を、 
in v i v oでは異所性骨形成能を軟線レントゲン、B M Cにて比較した。
[結果] In v i t r oではA L P活性において、C-BMP-2 同様、E - B M P - 2により用量依存的に誘導された。 
In v i v oで誘導された異所性骨のB M Cは C - B M P - 2同様、用量依存的に増加した。加熱によるE-BMP-2 
の安定性の検討については、in v i t r oにおいては50t：8 時間、70° C2時間加熱までE-BMP-2 の生物学 
的活性が確認され、C - B M P - 2と同等であった。 In v i v oにおいては、50t：8 時間、7 0 C 2 時間、9 0 C 1 5  
分加熱したE- BMP- 2で生物学的活性が確認された。
[結論] E - B M P - 2は、現在臨床応用されているC - B M P - 2と比較し、骨形成能においてほぼ同等の生 
物学的活性をもっていた。今後、E- B M P - 2の臨床応用がコスト面から容易になることが期待できる。
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
1 9 6 5年にU r i s tが齧歯類の脱灰した骨基質を筋肉内に埋植すると異所性骨形成が認められる事を 
報告し、新生骨形成を担う蛋白質をbone morphogenetic protein (BMP)と名付けた。1988年にはWozney 
らが、ヒトB M P - 2の c D N Aのアミノ酸配列をシークェンスすることに成功した。その後、B M P - 2の遺 
伝子をChinese hamster ovary c e l lに導入し合成、精製されたもの（C-BMP-2)が現在海外で臨床応用 
されている。しかし、B M P - 2の使用は、脊椎固定や開放骨折などの疾患にのみ限定され、広く普及す 
るに至っていない。その理由として、人では高容量のB M Pが必要で、その結果高コス卜になることが 
挙げられる。一方、最近rh BMP-2が五⑶ゾ/ で安価に合成し、ex v i v oで 2 量体(活性体）に変換する 
ことが可能となっている（E-BMP-2)。本研究の目的は、このE - B M P - 2の生物学的活性とその安定性を 
C - B M P - 2と比較検討することである。
骨誘導活性を in vitro において、C2C12, ST2、primary calvarial osteoblastic c e l lの 3 種類 
の培養細胞を用い、E-BMP-2、C- BMP- 2の 3 日間刺激によるA L P活性上昇を比較検討した。また、in vivo 
においては0、2.5、5、10、20がg のE - B M P - 2とC-BMP-2含有ポリマー3 0 m gを混合したのちマウス背
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筋下に埋植し、3 週後に得られた異所性骨のbone mineral content (BMC)をD X A法にて計測し比較し 
た。加熱による安定性を検討するため、E-BMP-2、C-BMP-2を 50, 70，90，100°Cで 1 5分、2 時間、8 
時間加熱した群と、オートクレーブにおいて120T：で 1 5分、2 時間加熱した群を作成した。加熱後の 
生物学的活性を、 in v itroではA L P活性にて、 in v i v oでは異所性骨形成能を軟線レントゲン、BMC 
にて検討した。
In vitroにおける検討でA L P活性はC-BMP-2 同様、E-BMP-2により用量依存的に誘導された。In vivo 
で誘導された異所性骨のB M Cは C-BMP-2と同様に、用量依存的に増加した。加熱によるE-BMP-2の安 
定性の検討については、 in v i t r oにおいては50°C • 8 時間、70°C • 2 時間の加熱までE-BMP-2の生物 
学的活性が確認され、C - B M P - 2と同等であった。 In v i v oにおいては、50°C • 8 時間、70T： • 2 時間 
90T： •15分加熱したE-BMP-2で生物学的活性が確認された。
E-BMP-2は、現在臨床応用されているC-BMP-2と比較し、骨形成能においてほぼ同等の生物学的活 
性をもっていた。また、加熱による安定性を検討した結果、50T： • 8 時間および70T： • 2 時間まで生 
物学的活性が確認されたので、エチレンオキサイドを用いた滅菌ではE-BMP-2の活性は保たれるが、 
オートクレーブによる滅菌では活性が保たれないことがわかった。今後、E-BMP-2の臨床応用がコス 
卜面から容易になることが期待できる。
以上の事から、本研究は大腸菌で遺伝子組換えによって生合成されたBMP-2が、C-BMP-2と同等の生 
物学的活性を持ち、滅菌処理に耐えうることを明らかにした臨床応用に通じる基礎的研究であると考 
えられ、博士（医学)の学位を授与されるに値すると判定された。
- 287 —
